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Spezifische Abl '-Antikorper gegen das Tumor-assoziierte Antigen CA125 



Spezifische AbV-Antikorper gegen das Tumor-assoziierte Antigen CA125 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft spezifische anti-anti-idiotypische 
Antikorper welclie mit anti-idiotypischen anti-CAl 25-Antik6rpern reagieren 
und fur das Tumor-assoziierte Antigen CA125 spezifisch sind. 
Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung einen CA1 25-spezifischen 
anti-anti-idiotypischen Antikorper, der nnit dem anti-idiotypischen anti- 
CA1 25-Antik6rper ACA125 reagiert. Des Weiteren betrifft die vorliegende 
Erfindung diese anti-anti-idiotypischen Antikorper enthaltende 
pharmazeutische Zusammensetzungen zur Behandlung von CA125- 
exprimierenden Tumoren, insbesondere von Ovarialkarzinomen. 

Immuntherapien zur Behandlung von Tumorerkrankungen sind seit einigen 
Jahren Gegenstand zahlreicher Forschungsstudien. Obwohl Tumor- 
assoziierte Antigene fur verschiedenste Tumorarten bekannt sind, konnte 
jedoch eine TumorabstofSung nnittels Vakzinierung nur in seltenen Fallen 
beobachtet werden. So wurde beispielsweise versucht, Ovarialkarzinome 
durch Vakzinierung mit dem Tumor-assoziierten Antigen CA125 zu 
behandeln. Eine TumorabstoBung durch das Immunsystem schlug jedoch 
fehl. Vielmehr wurde vermutet, dass die nahe Verwandschaft zwischen 
dem Tumor-assoziierten Antigen CA125 und Autoantigenen fur die 
fehlende Anti-Tumor-immunitat verantwortlich ist. 

Ein erfolgversprechender Ansatz, um die immunologische Toleranz gegen 
das Tumor-assoziierte Antigen CA125 zu uberwinden, basiert auf der 
idiotypischen Netzwerk-Hypothese unter Verwendung von anti- 
idiotypischen Antikorpern gegen den anti-CAl 25-Antik6rper. Das diesem 
Ansatz zugrundeliegende Ziel ist, anti-idiotypische anti-CAl 25-Antik6rper 
bereitzustellen, die so perfekt in die Antigen-Bindungsregion des anti- 



CA125-Antik6rpers passen, dass die Antigen-Bindungsregionen der anti- 
idiotypischen anti-CAl 25-Antik6rper eine Kopie der CA125-Antigen- 
Determinante darstellen und somit das Antigen CA125 funktionell 
immitieren, Der anti-idiotypische anti-CAl 25-Antik6rper ACA125, der 
durch das Hybridom 3D5 (DSM ACC 2120) erzeugt wird, imrhitiert das 
Tumor-assoziierte Antigen CA125 und wird zur Immunisierung gegen 
CA1 25-exprimierende Tumoren eingesetzt {.EP 0 700 305 Bl und US 
5,858,361). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es nun, anti-anti-idiotypische 
Antikorper gegen anti-idiotypische anti-C A1 25-Antik6rper und insbesondere 
gegen den anti-idiotypischen anti-CAl 25-Antik6rper ACAl 25 
bereitzustellen, welche mit dem Tumor-assoziierten Antigen CA125 
reagieren und so eine Antikorper-abhiangige zellulare Cytotoxizitat (ADCC) 
gegen CA1 25-exprimierende Tumorzellen vermitteln. 

Diese Aufgabe wurde erfindungsgemaS dadurch gelost, dass im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung anti-anti-idiotypische anti-CAl 25-Antik6rper 
aufgefunden wurden, welche eine ADCC gegen CA1 25-exprimierende 
Tumorzellen auslosen konnen, 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein anti-anti- 
idiotypischer Antikorper, der 

(i) . mit einem anti-idiotypischen Antikorper gegen den anti-CAl 25- 

Antikorper reagiert, 

(ii) spezifisch fur das Tumor-assoziierte Antigen CA125 ist und mit 
diesem reagiert, und 

(iii) eine Antikorper-abhangige zellulare Cytotoxizitat gegen CA1 25- 
exprimierende Tumorzellen vermittelt. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist der 
anti-anti-idiotypische Antikorper ein Antikorper, der mit dem durch das 



3 



Hybridom 3D5 {DSM ACC 2120) • produzierten monoklonalen anti- 
idiotypischen anti-CAl 25-Antik6rper ACA125 reagiert. 



Der erfindungsgemaSe anti-anti-idiotypische Antikorper kann 
polyklonaler oder monoklonaler Antikorper vorliegen. 



als 



Der erfindungsgemafSe polyklonale anti-anti-idiotypische AntikSrper kann 
nacli jedem herkommliclien, dem Fachmann bekannten Verfaliren zur 
Hersteliung von polykldnalen Antikorpern erzeugt werden. Vorzugsweise 
wird der polyklonale anti-anti-idiotypische Antik6rper durch Vakzinierung 
mit einem anti-idiotypischen Antikorper gegen den anti-CAl 25-Antik6rper 
als Folge einer polykionalen Immunantwort erzeugt. Besonders bevorzugt 
wird. der polyklonale anti-anti-idiotypische Antikorper durch Vakzinierung 
gegen den monoklonalen anti-idiotypischen anti-CAl 25-Antik6rper 
ACA125 erzeugt. 



Der erfindungsgemaBe monoklonaie anti-anti-idiotypische Antikorper kann 
nach herkommiichen, dem Fachmann bekannten Verfahren zur Hersteliung 
von monoklonalen Antikorpern, wie beispielsweise durch Verwendung von 
Hybridomzelien, erzeugt werden. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist daher eine Hybridomzelllinie, die den erfindungsgemSBen 
monoklonalen anti-anti-idiotypischen Antikorper produziert. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
kann der anti-anti-idiotypische Antikorper rekombinant erzeugt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Fragment 
eines erflndungsgemalSen anti-anti-idiotypischen Antikorpers, das die 
Bindungskapazitat des anti-anti-idiotypischen Antikorpers besitzt. 
Vorzugsweise umfasst das erfindungsgemaSe Fragment wenigstens ein 
Fab- Oder F{ab)2-Fragment. Das Fragment kann vorzugsweise mit einem 
anti-idiotypischen Antikorper gegen den anti-CAl 25-Antik6rper reagieren, 



ist spezifisch fur das Tumor-assoziierte Antigen CA125 und kann eine 
Antikorper-abhangige zellulare Cytotoxizitat gegen CA1 25-exprimierende 
Tumorzellen vermitteln.- Des Weiteren kann das erfindungsgemalSe 
Fragment durch herkomnnliche, dem Fachmann bekannte Verfahren, wie 
Proteolyse, limitierte Proteolyse, rekombinante Expression, etc., hergestellt 
werden. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
pinarmazeutische Zusanrtmensetzung, umfassend einen erfindungsgemaBen 
anti-anti-idiotypischen Antikorper oder ein erfindungsgemalSes Fragment 
davon. Die erfindungsgemalSe pharmazeutisclie Zusammensetzung kann 
zusStzlich gegebenenfalls pharmazeutisch ubiiche Trager- und Hilfsstoffe 
enthaiten. 

Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung kann in einer 
topiscli, parenteral, intravenos, intramuskular, subkutan oder transdermal 
verabreichbaren Form vorliegen und kann mit Hilfe herkommlicher, dem 
Fachmann bekannter Verfahren hergestellt werden. Vorzugsweise wird die 
erfindungsgemaSe pharmazeutische Zusammensetzung in Form von 
Tabletten oder als intravenose Injektion bzw. Infusion hergestellt. 

Die erfindungsgemalSe pharmazeutische Zusammensetzung wird zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe von CA125-exprimierenden Tumoren 
eingesetzt. Vorzugsweise wird die erfindungsgemalSe pharmazeutische 
Zusammensetzung zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Ovarialkarzinomen eingesetzt. 

Dabel wird die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung 
einem Patienten mit einer Tumorerkrankung in einer Menge verabreicht, die 
ausreichend ist, um eine Behandlung des entsprechenden CA125- 
exprimierenden Tumors zu erzielen. Die zu verabreichende Menge der 
pharmazeutischen Zusammensetzung hangt dabei von mehreren Faktoren 
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ab, wie z.B. die Artder Verabreichung (Tablette, Injektion, Infusion, etc.), 
der Art und dem AusnnaB der Tumorerkranl<ung und dem Alter, Gewicht 
und Allgemeinzustand des Patienten und kann ohne weiteres von einem 
Fachmann auf dem Gebiet der Tumorerkrankung unter Beriicksichtigung der 
oben genannten Faktoren bestimmt werden. 



Die Verabreichung der erfindungsgemaSen pharmazeutischen 
Zusammensetzung erfolgt topisch, parenteral, intravenos, Intramuskular, 
subkutan Oder transdermal. Vorzugsweise wird die pharmazeutische 
Zusammensetzung In Form von Tabletten oder als intravenose Injektion 
bzw. Infusion verabreicht. In einzelnen Fallen kann auch eine gezielte 
Einspritzung der pharmazeutiscfien Zusammensetzung in Korperhohlen oder 
uber einen Katheter in die BlutgefSSe der Tumorregion bzw. des Organs, in 
dem der Tumor sitzt, erfolgen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die 
Verwendung eines erfindungsgemalSen anti-anti-idiotypischen Antikorpers 
zur Beliandiung und/oder Prophylaxe von CA1 25-exprimierenden Tumoren, 
insbesondere Ovarialkarzinom. 

Die nachfolgenden Figuren sowie das nachfolgende Beispiel sollen die 
Erfindung naher veranschaulichen. 

Figuren 



Figur 1 zeigt eine Ubersicint des Ab3-Responder Kollektivs: Induktion 
des CA125-spezifischen Ab3-Antik6rpers AbV und ADCC-Antwort. 

Figur 2 zeigt den Nachweis einer ADCC-Antwort gegen CA125- 
positive Zelien (OAW-42) versus CA1 25-negative Zellen (SKOV-3) in 14 
von 26 Patientinnen. 



Figur 3 zeigt den Nachweis des CA1 25-spezifischen Ab3-Antik6rpers 
AbT in ADCC-positiven (A und C) und ADCC-negativen (B und D) 
Patientinnen. A und B: Bihdung von Pra- und Postimmunserum (1:20) an 
CA125-positive {OAW-42) versus CA1 25-negative Zellen (SKOV-3). C und 
D: Nachweis von freien AbT und Abl '-Immunkomplexen im 
Postimmunserum (1:50) mit isoliertem CA1 25-Antigen (ELISA). 
Praimmunseren zeigten keine Reaktivitat mit dem CA1 25-Antigen. 

Beispiel 
Einleitung 

Im Rahmen einer klinischen Phase l/ll Studie wurden Ovarialkarzinom- 
Patientinnen m'rt dem anti-idiotypischen anti-CA125-Antik6rper ACA125 
{Ab2) immunisiert, welcher das Tumor-assoziierte Antigen CA125 
funktionell immitiert. Die Induktion spezifischer anti-anti-idiotypischer 
Antikorper AbS gegen ACA125 {Ab2) als Surogat-Marker fur eine 
Immunreaktlon hat einen positiven Einfluss auf das Oberleben der 
Patientinnen. Das Ziel der voriiegenden Studie bestand darin, die Ab3- 
Antwort naher zu charakterisieren und zu zeigen, inwiefern anti-anti- 
idiotypische Antikorper Ab3 eine Antikorper-abhangige zeiiulare 
Cytotoxizitat (ADCC) gegen CA1 25-exprimierende Tumorzellen vermittein 
konnen. 

Durchfiihrung 

in einem Kollektiv von 26 Ab3-positiven Patientinnen (Ab3 > 10.000 
arbU/ml) wurde die Induktion von CA1 25-spezifischen Ab3-Antik6rpern 
(AbT) mit Hilfe unterschiedllcher Assayformate evaluiert. Zum Nachweis 
der Bindung an membranstandiges CA1 25-Antigen wurden CA1 25-positive 
(OAW-42) und CA1 25-negative {SKOCV-3) Ovarialkarzinomzellen (SKOV-3) 
mit Pra- und Postimmunseren der Patientinnen (1:20) inkubiert und nach 
Farbung mit FITC-konjugierten anti-human IgG durchflusszytometrisch 
analysiert. 
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Zusatzlich wurde die Reaktivitat von Abl' sowie von AbV, die an 
zirlculierendes CA125 gebunden sind (Komplexe), im Serum (1:50) mit 
isoliertenn CM 25-Antigen untersucht (ELISA). Dazu wurden CA125- 
besciiiclntete IVIilctrotiterplatten mit Pra- und Postimmunserum inkubiert und 
gebundene Abl' durch Zweischritt-Detektion mit ACA125 {Ab2) und HRP- 
markiertem anti-Maus IgG (Fc-spezifiscii) nachgewiesen. Die Detektion der 
Abl'-lmmunkomplexe erfolgte analog nach- Dissozlation der Komplexe 
durcli Saure- und Hitzebehandlung der Seren (1:50). 

10 Daruber hinaus wurde die durch Abl'-vermittelte ADCC-Antwort anhand 
der Zunahme der Lyse von CA125-positiven und -negativen Zellen durch 
PBLs von gesunden Probanden (Effektor:Target-Ratio 25:1) nach Zugabe 
von hitzeinaktivierten Pra- und Postimmunseren (1:20) der Patientinnen 
Qberpriift (LDH-Release). 

15 

Ergebnisse 

Anhand unterschlediicher Verfahren konnte gezeigt warden, dass in 22 von 
26 Ab3-positiven Patientinnen nach Immunisierung mit dem anti- 
idiotypischen Antikorper ACA125 (Ab2) spezifische anti-anti-idiotypische 
Antikorper Abl' induziert warden. Dabei war jedoch eine Diskrepanz 
zwischen der Reaktivitat mit isoliertem CA1 25-Antigen und CA125 auf 
Ovarialkarzinomzellen zu beobachten, da 18 Patienten spezifische 
Antikorper gegen CA1 25-positive Zellen aufwiesen, wahrend eine 
Reaktivitat mit isoliertem CA125 nur in 6 Fallen nachgewiesen werden 
25 konnte. Unterschiedliche Sensltivitat der Assayformate sowie Verlust von 
Epitopen durch den Aufreinigungsprozess sind mogliche Erklarungen fiir 
dieses Phinomen. Nach Dissoziation von Abl'-Antigenkomplexen konnte 
jedoch in 20 Patientinnen eine Reaktivitat mit isoliertem Antigen detektiert 
werden (Fig. 1). 
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In 14 der 26 Patientinnen wurde eine ADCC gegen CA1 25-positive Zellen 
nach Zugabe von Postimmunserum beobachtet (10,8 bis 50 % Lyse) (Fig. 



2). Dabei handelte es sich um Patientinnen mit AbT, die spezifisch an 
CA125-positive Zellen binden (Fig. 3A). Im Gegensatz dazu war bei den 12 
ADCC-negativen Patienten nur in 4 Fallen eine schwache Bindung an 
CA1 25-positive Zellen zu frnden (Fig. 3B). Eine direkte Korrelation zwischen 
Reaktivltat von freien AbT und Abl '-Komplexen mit isoliertem CA125- 
Antigen und ADCC-Antwort bestand nicht, da diese gleichermafSen bei 
ADCC-negativen und ADCC-positiven Patientinnen nachwelsbar waren (Fig. 
3 C und D). 

Schlussfolgerung 

Das Anti-ldiotypen-Vakzin ACA125 ist in der Lage, die immunologische 
Toleranz gegen CA125 zu Ciberwinden, da in 85 % der Ab3-positiven 
Patientinnen CA125-spezifische Ab3-Antik6rper (AbT) Induziert werden. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass AbT, die an CA1 25- 
positive Zellen binden, eine spezifische ADCC-Antwort vermittein konnen, 
die somit ein moglicher cytotoxischer Mechanismus der Anti-ldiotypen- 
Vakzinierung darsteilt. Die Bildung von Immunkomplexen zwischen Abl' 
und zirkulierendem CA125 scheint jedoch in manchen Fallen die Induktion 
einer cytotoxischen Reaktion in Fornn einer ADCC zu verhindern. 



Anspruche 



Anti-anti-idiotypischer Antikorper, 
dadurch gekennzelchnet, 
dass er 

(i) mit einem anti-idiotypischen Antikorper gegen den anti- 
CA125-Antik6rper reagiert, 

(ii) spezifisch fur das Tumor-assoziierte Antigen CA125 ist und 
mit diesem reagiert, und 

(iii) eine Antikorper-abhangige zellulare Cytotoxizitat gegen 
CA1 25-exprimierende Tunnorzellen vermittelt. 

Anti-anti-idiotypischer Antikorper nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass er mit dem durch das Hybridom 3D5 (DSM ACC2120) 
produzierten monoklonalen anti-idiotypischen anti-CA 1 25-Antik6rper 
ACA125 reagiert- 

Anti-anti-idiotypischer Antikorper nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass er als Foige einer polyklonalen Immunantwort auf einen anti- 
idiotypischen Antikorper gegen den anti-CA 125-Antikorper erzeugt 
wird. 

Anti-anti-idiotypischer Antikorper nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass er rekombinant erzeugt wird. 

Anti-anti-idiotypischer Antikorper nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dass er als monoklonaler Antikorper durch Hybrldomzellen erzeugt 
wird, 

Hybridomzelllinie, die den monoklonalen antNantNdiotypischen 
Antikorper nach Anspruch 5 produziert. 

Fragment eines anti-anti-idiotypischen.Antikorpers nach einem der 
Anspruche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es die Bindungsspezifitat des anti-anti-idiotypischen Antikorpers 

besitzt. 

Fragment nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es ein Fab- oder F(ab)2-Fragment des anti-anti-idiotypischen 

Antikorpers umfasst. 

Pharmzeutische Zusammensetzung umfassend einen anti-anti- 
idiotypischen Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder ein 
Fragment nach Anspruch 7 oder Anspruch 8. 

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie weiter pharmazeutisch ubliche Trager- und Hilfsstoffe 
enthalt. 

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8 oder 
Anspruch 9 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von CA125- 
exprimierenden Tumoren. 

Verwendung eines anti-anti-idiotypischen Antikorpers nach einem 
der Anspruche 1 bis 5 oder eines Fragments nach Anspruch 7 oder 




Anspruch 8 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von CA125- 
. exprimierenden Tumoren. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft spezifische anti-anti-idlotypische 
AntikSrper welche mit anti-idiotypischen anti-CAl 25-Antik6rperri reagieren 
und fur das Tumor-assoziierte Antigen CA125 spezifiscli sind. 
Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung einen CA1 25-spezifischen 
anti-anti-idiotypischen Antil<6rper, der mit dem anti-idiotypischen anti- 
CAl 25-Antil<6rper ACA125 reagiert. Des Weiteren betrifft die vorliegende 
Erfindung diese anti-anti-idiotypischen Antikorper enthaltende 
pharmazeutische Zusammensetzungen zur Behandlung von CA125- 
exprimierenden Tumoren, insbesondere von Ovarialkarzinomen. 
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